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PEPTIDES POSSEDANT NOTAMMENT DES PROPRIETES 
ANTIBACTERIENNES, LEUR PROCEDE D'OBTENTION, ET LEURS 
5 APPLICATIONS BIOLOGIQUES 



L' invention a pour objet des peptides possedant 
notamment des proprietes antibacteriennes, leur obtention, 
10 ainsi que leurs applications biologiques. 

Elle vise en particulier des peptides antibacteriens 
du type de ceux inductibles chez des insectes. 

On sait que certains insectes presentent une 
resistance efficace centre des bacteries. Des travaux 
15 recents ont etabli que cette defense est pour une large 
part basee sur la synthese rapide (2 a 6 h) de plusieurs 
families de peptides ou de polypeptides • Cette synthese 
peut etre induite par une blessure septique, ou d'une 
maniere generale, un traxunatisme ou par immunisation, 
20 c'est-a-dire par injection d'une faible dose de bacteries. 

Parmi les peptides ou polypeptides produits, on peut 
distinguer les quatre groupes suivants : 

i) les cecropines qui sont des peptides cationiques de 
4 kDa formant deux helices a amphipathiques ; (ii) des 
25 peptides cationiques riches en proline, de petite taille (2 
a 4 kDa), partiellement caracterises comme les apidaecines 
et les abaecines ; (iii) plusieurs polypeptides distinct s, 
ayant un poids moleculaire (PM) de 8 a 27 kDa, pour la 
plupart cationiques et frequemment riches en rfesidus 
30 glycine comme les attacines, les sarcotoxines II, les 
diptericines et les coleoptericines . Les peptides de ces 
trois groupes de molecules sont depourvus de cysteine. 

Un quatrieme groupe de peptides antibacteriens 
inductibles (iv) est constitue par les defensines 
35 d' insectes. 

II s'agit de peptides non glycosyles, moderement 
cationiques avec un pi de 8,0 a 8,5, comprenant de 38 a 43 
acides amines et contenant un motif caracteristique de 6 
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residus cysteine engages dans 3 ponts disulfure 
intramoleculaires . 

Les peptides de ces differents groupes ont pu etre 
induits chez des 16pidopteres , des dipteres, des 
5 hymenopteres et des coleopteres. Des travaux ulterieurs 
realises sur d'autres especes comme les orthopteres et les 
dictyopteres n'ont pas permis en revanche de detecter la 
presence de tels peptides antibact^riens . 

Dans le cadre de leurs travaux sur 1' etude des bases 

10 moleculaires de la reponse immunitaire des insectes, les 
inventeurs ont isole, chez Phormia terranovae (appele ci- 
apres Phormia), des peptides antibacteriens de la famille 
des defensines, qui presentent une activite centre les 
germes a Gram positif. Ces peptides font I'objet de la 

15 demande FR n** 2 633 296 deposee au nom du CNRS. 

La mise au point d'un precede de purification de ce 
type de peptides leur a permis d'isoler a partir d'autres 
insectes des produits de grand interet. lis ont ainsi 
constate que, d'une maniere surprenante, il etait possible 

20 d'induire, chez une espece particuliere d' insectes, des 
peptides de plus large spectre antibacterien que celui 
observe avec les peptides extraits de Phormia, et 
d* activite plus elevee, 

invention a done pour but de fournir des peptides 

25 ayant un haut niveau d* activity vis-^-vis d'un grand nombre 
de bacteries. 

Elle a egalement pour but de fournir un proc6d§ 
d'ob tent ion de tels peptides. 

L' invention vise en outre la mise a profit de leurs 
30 proprietes antibacteriennes pour 1 ' elaboration de principes 
actifs utilisables en therapeutique humaine et veterinaire 
et d'une maniere generale pour la lutte centre les 
bacteries • 

Les peptides selon 1' invention sent caracterises en ce 
35 qu'ils sent du type des peptides presents chez les 
paleopteres, plus specialement chez les odenates, en 
particulier chez Aeschna cyanea, eu qu'ils sont inductibles 
chez ces dernier s, notamment par injection de doses de 
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bacteries suffisantes pour provoquer leur synthese, ou par 
traixmatisme tel qu'une blessure septique, suivi d'une 
extraction de maniere a recuperer les peptides 
antibacteriens recherches et, le cas echeant, 
5 fractionnement de I'extrait isole afin de separer les 
peptides selon le niveau de leur activite antibacterienne . 

invention vise des peptides antibacteriens tels 
qu'isoles a partir de 1 ' hemolymphe des insectes, apres 
induction de leur synthese chez ces derniers. 

10 De tels peptides sont plus specialement inductibles 

chez les larves de ces insectes. 

invention vise les extraits correspondants , les 
melanges de peptides induits et les fractions. 

Plus particulierement, les peptides de 1* invention 

15 sont caracterises en ce que leur sequence en acides amines, 
responsable de leur activite antibacterienne, est contenue 
dans un enchainement d' acides amines, different de la 
sequence des defensines de dipteres tels que Phormia, mais 
comportant comme ces dernieres trois ponts disulfure 

20 reliant 6 residus cysteine, respectivement le premier avec 
le quatrieme, le deuxieme avec le cinquieme et le troisieme 
avec le sixieme, la position du deuxieme et troisieme ponts 
etant compatible avec la formation d*un motif de 
stabilisation d'une helice alpha. 

25 Les peptides de 1' invention sont egalement 

caracterises en ce que leur sequence en acides amines, 
responsable de leur activite antibacterienne, est contenue 
dans un enchainement comportant une structure 
tridimensionnelle, avec trois domaines correspondant 

30 successivement a une boucle N-terminale, une h§lice a et un 
feuillet p anti-parallele C-terminal, 1' helice a etant 
reliee au feuillet p anti-parallele par deux ponts 
disulfure. La boucle N-terminale comporte avantageusement 
moins de 10 acides amines, notamment environ 5 acides 

35 amines. 

L ' enchainement des acides amines de la sequence 
biologiquement active, c'est-a-dire presentant au moins une 
activite antibacterienne, comporte, dans le coude du 



4 



feuillet p, au moins un motif proline. Ce coude comprend 
avantageusement environ 5 acides amines. 

Cet enchainement est en outre caracterise par la 
presence d'un motif hydrophobe tel que la threonine dans la 
5 liaison entre I'helice a et le feuillet p de la partie C- 
terminale. Cette liaison comporte avantageusement environ 5 
acides amines. 

Les caracteristiques d ' hydrophilie et d ' hydrophobicite 
des acides amines sont donnees par Kyte et Doolittle dans 
10 J. Mol. Biol. 157, 105-132, 1982. 

Les peptides de 1' invention sont egalement 
caracterises en ce qu'ils presentent une activite 
antibacterienne centre les germes a Gram positif et centre 
ceux a Gram negatif • 
15 Des peptides antibacteriens preferes repondent a 

1' analyse suivante : 

Asx:l, Glx:3, Ser:2, Gly:6, His:2, Arg:3, Thr:4, Ala:0, 
Pro:2, Tyr:2, Val:0, Metrl, Cys:6, Ile:l, Leu:3, Phe:l, 
Lys : 1 , Trp : 0 . 

20 L' invention vise egalement les fragments ou variantes 

de ces peptides definis ci-dessus, dds lors que ces 
fragments ou ces variantes sont reconnus par des anticorps 
diriges contre lesdits peptides et/ou possedent des 
caracteristiques de charge et/ou d * hydrophobicite ou 

25 hydrophilie leur conferant une activite antibacterienne 
contre les germes a Gram positif et ceux a Gram negatif, 
telles qu'observees chez les peptides consideres. Par 
variantes, on entend les peptides dans lesquels un ou 
plusieurs acides amines sont deletes, substitues, ou 

30 remplaces par un autre acide amine de charge voisine. 

Une sequence peptidique preferee comprend ou est 
constituee par 1 * enchainement suivant d' acides amines : 

NH2-Gly-Phe-Gly-Cys-Pro-Leu-Asp-Gln-Met-Gln-Cys-His-Arg- 
35 His-Cys-Gln-Thr-Ile-Thr-Gly-Arg-Ser-Gly-Gly-Tyr-Cys-Ser- 
Gly-Pro-Leu-Lys-Leu-Thr-CyS"Thr-Cys-Tyr-Arg-COOH, 



5 



Selon un autre aspect, 1* invention vise les sfequences 
de nucleotides comportant 1 ' inf ozrmation gen§tique 
correspondent aux acides amines des peptides d^finis ci- 
dessus. 

5 Elle vise egalement les sequences de nucleotides 

capables de s*hybrider dans des conditions stringentes avec 
les sequences ci-dessus. 

Par conditions stringentes, on entend des conditions 
definies dans "Molecular Cloning" 1989 par Sambrook, 
10 Fritsch et Maniatis, Cold Spring Harbor Laboratory Press. 

Les sequences de nucleotides complementaires de celles 
definies plus haut ainsi que les ARN correspondents entrent 
egalement dans le cadre de 1* invention. 

Les vecteurs d' expression et/ou de clonage comportant 
15 au moins un fragment des sequences de nucleotides definies 
ci-dessus font egalement partie de 1* invention, ainsi que 
les botes transformes par ces vecteurs. 

A titre d^exemples, des botes appropries pour la mise 
en oeuvre de 1' invention comprennent des bacteries, par 
20 exemple E.coli, des levures ou encore des cellules 
d ' arthropodes , de plantes ou de vertebres. 

L' invention concerne egalement les produits 
d' expression des vecteurs ci-dessus. 

Les proprietes antibacteriennes des peptides de 
25 1* invention sent avantageusement mises & profit 
conformement a 1* invention en therapeutique humaine ou 
animale, ou pour traiter un environnement donne. 

L' invention vise done des agents ou compositions 
antibacteriennes renfermant une quantite efficace des 
30 peptides definis ci-dessus en association avec un v6hicule 
inerte appropri^ pour 1 ' application envisag^e. 

II est avantageux d'incorporer des excipients tels 
qu ' inhibiteurs de proteases, antioxydant et inhibiteur de 
multiplication des bacteries. 
35 Les compositions ou agents destines a la therapeutique 

humaine se presenteront avantageusement sous une forme pour 
usage externe, telle que pommades, cremes, poudres, ou 
solutions . 



6 



Les posologies correspondent a celles utilisees 
communement dans ces domaines. 

Ces compositions sont particulierement indiquees pour 
le traitement des yeux, des oreilles, des soins buccaux et 
5 dentaires et en gynecologie. 

Elles presentent egalement un grand interet chez 
1^ animal, et permettent de traiter notamment des mammites, 

Les compositions de 1' invention presentent egalement 
un grand interet en agrochimie pour 1 ' elaboration de 
10 produits phytosanitaires . Elles sont avantageusement 
utilisees sous forme de poudre ou de solutions d'epandage. 

L ' utilisation des compositions et agents 
antibacteriens de 1' invention dans 1' Industrie agro- 
alimentaire permet d'empecher la contamination par des 
15 germes a Gram negatif et des germes a Gram positif , pendant 
la fabrication de produits et leur conservation • 

L ' invention vise egalement les genomes des plantes 
tels que modifies par 1 ' introduction de genes codant pour 
les peptides antibacteriens def inis ci-dessus . On dispose 
20 ainsi de plantes resistant a des agents pathogenes. 

La caracterisation de la sequence en acides amines des 
peptides de 1' invention fournit les donnees de structure 
pour leur elaboration. 

En operant par voie de synthese, ces structures sont 
25 aisement accessibles en utilisant les synthetiseurs 
classiques de la chimie des peptides • 

Selon une variante, ces peptides peuvent etre obtenus 
en mettant en oeuvre les techniques du genie genet ique, en 
introduisant dans un vecteur approprie les sequences de 
30 nucleotides capables d'exprimer le squelette peptidique 
chez un hote recherche. 

Selon encore une autre variante, ces peptides sont 
obtenus en immunisant des paleopteres renfermant des genes 
capables de coder pour le ou les glycopeptide(s) 
35 recherche(s), par injection par exemple de bacteries, en 
quantite suffisante pour provoquer leur synthese, ou par 
traumatisme, tel qu'une blessure septique. Quelques heures 
apres 1' immunisation, ou le traumatisme, les peptides sont 
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ex traits puis fractionnes et les fractions corespondant 
au(x) peptide(s) recherche(s) isolee(s). 

L' extraction est rfealisee dans des conditions 
permettant d^eviter tout phenomene de degradation des 
5 glycopeptides , tel qu^oxydation ou action de proteases. 

Pour la purification des produits, on utilise avec 
avantage des supports tres peu retensifs et possedant un 
pouvoir separateur eleve. Des supports appropries sont 
choisis parmi les supports utilises en phase inverse. 
10 La mise en oeuvre de ces dispositions permet d'isoler 

les peptides antibact^riens sous une forme de grande 
purete . 

L' invention sera decrite ci-apres de maniere plus 
detaillee dans les exemples de synthese de peptides de 
15 1' invention donnes a titre illustratif. 

Dans ces exemples, il est fait reference aux figures 1 
a 5 qui representent respect ivement, les figures 16 3, la 
courbe d'elution d*un peptide de 1^ invention, avec mesure 
de I'absorbance en fonction du temps pour plusieurs etapes 
20 du precede de purification, 

la figure 4, une comparaison des sequences du 
peptide selon 1' invention et d'un peptide induit chez 
Phormia, et 

- la figure 5 la structure tridimensionnelle de la 
25 defensine induite chez Phormia, avec indication, en rapport 
avec cette structure, des sequences de peptides de Phormia 
et d'un peptide de 1' invention. 

Les activites biologiques rapportees dans ces exemples 
sont mesurees comme suit : 
30 Preparation des souches bacteriennes pour le test 

antibacterien en milieu solide. 

Le test biologique permettant de suivre les molecules 
actives tout au long de leur purification est realise en 
routine sur les souches E.coli D31 (Gram negatif) et M. 
35 luteus (Gram positif ). 

Ces souches sont conservees a -80**C dans un milieu LB 
additionne de glycerol. Une fraction aliquote de milieu 
contenant les souches bacteriennes est etalee sur milieu LB 
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gelose. Apres incubation a 37 "C, une colonie isolee est 
prelevee, puis placee dans 10 ml de milieu LB liquide mis 
sous agitation ^ 37 »C pendant une nuit. La suspension 
bact^rienne obtenue (1 ml) est repiquee dans 5 ml de milieu 
LB frais, et remise en agitation, a 37 "C. Lorsque les 
bacteries sont en phase exponentielle de croissance, elles 
sont ramenees, par dilution dans du milieu LB frais, a une 
concentration de 50 000 UFC/ml, puis melang§es a du milieu 
LB gdlose prealablement fondu et maintenu a 48 "C. Ce 
melange (7,5 ml) est coule dans des boites de Petri, qui 
peuvent ainsi etre conservees plusieurs Jours au 
refrigerateur. 

*Test antibacterien en milieu solide. 

L • echantillon ii tester (2 pi) est depose dans des 
puits de 2 mm de diaraetre creuses a I'aide d'un emporte- 
pieces dans la gelose des boites pr6par6es selon le module 
decrit ci-dessus. Apres une nuit d' incubation a 37 "C, les 
activites antibacteriennes sont reperees par la presence de 
cercles d' inhibition de croissance des bacteries. Les 
diametres de ces cercles presentent un certain degre de 
proportionnalite par rapport a la quantite ou a I'activite 
du principe actif depose dans le puits. 

*Realisation du test bactericide en milieu liquide. 

L ' Echantillon a tester (10 pi) est depos6 dans des 
puits de plaques de microtitration dans lesquels sont 
ajoutes 100 pi d'une culture bacterlenne en phase 
exponentionnelle de croissance ramenee a D0600 = 0,001. 
Apres 24 heures d' incubation a 25 '»C, la croissance 
bacterienne est mesuree a 600 nm. L' inhibition de 
croissance des bacteries, qui reflate I'activite 
antibacterienne, est mise en evidence par la difference de 
D0600 existant entre les fractions testees et une culture 
temoin dans laquelle les 10 pi d ' echantillon sont remplaces 
par 10 pi d'eau sterile. 
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pxf^m ple 1 : Synthase biologique d'un peptide selon 
1' invention. 

On injecte des bacteries a des larves de Aeschna 
cyanea, puis on extrait et pur i fie le peptide produit en 
5 operant selon le protocole suivant : 

1/ Induction du peptide 

* Des larves de I'avant dernier et du dernier stade, 
de 500 mg a 1 g environ, regoivent chacune une injection de 

10 10 pi contenant 5 000 germes de Enterobacter cloacae. 
2/ Extraction 

* L'hemolymphe (4 ml) est prelevee & partir de 100 
larves ainsi immunis^es, par une incision dans 1' abdomen. 
Le sang recueilli est collecte dans des tubes maintenus a 

15 O^'C, contenant de I'aprotinine (concentration finale en 
aprotinine 10 pg/ml). Les cellules sanguines sont eliminees 
par une centrifugation a 15 000 g pendant 1 h a 4°C. La 
fraction plasmatique est ensuite purifiee a I'aide de 
separateurs tels qu' utilises en phase inverse sous forme de 
20 cartouches comme commercialise par Millipore sous la marque 
Sep-Pak Ci8 ^• 

3/ Purification par HPLC 
a) premiere 6 tape 

La fraction "Elution 60 qui contient une forte 

25 activite antibacterienne centre M. luteus, est analys^e sur 
une colonne de phase inverse Aquapore OD 300 Ci8 avec un 
gradient lin^aire d ' ac^tonitrile de 10 & 60 % dans 1 ' eau 
acidifiee (ATF 0,05 %) en 90 minutes (soit une augmentation 
de 0,56 % d'acetonitrile par minute) pour un debit de 1 
30 ml/min. 

La collecte des fractions est realisee suivant la 
variation de 1' absorption a 225 nm, en tenant compte des 
epaulements. Chaque fraction ainsi recoltee est attribuable 
a un pic de densite optique. 
35 Sur la figure 1, on a represents la variation de 

l^absorbance (D0225nm) en fonction du temps. La ligne en 
pointilles represente le gradient linfeaire d * acetonitrile 
et la courbe en trait plein I'absorbance. 
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Toutes les fractions sont evaporees a sec sous vide et 
reconstituees dans de 1 ' eau MilliQR. L * activite 
antibacterienne de chaque fraction est detect6e par la 
technique du test d' inhibition de croissance en milieu 
5 solide decrit ci-apres. Les mesures obtenues centre 
M.luteus sont indiquees dans les colonnes en pointilles. 

b) Deuxieme etape 

La fraction presentant 1' activity antibacterienne est 
analysee sur une colonne de tamisage moleculaire SEC 3000R 

10 (Beckman) en condition isocratique avec conune eluant un 
tampon 50 mM d* acetate de sodium a pH 4, contenant 0.3 M en 
NaCl, a un debit de 0,5 ml/min. La mesure de I'absorbance 
des fractions eluees en fonction du temps est rapportee sur 
la figure 2. L' activite antibacterienne de chaque fraction 

15 centre M.luteus est indiquee dans les colonnes. 

c) Purification finale 

La fraction qui presente 1' activite biologique est 
purifiee sur une colone de phase inverse Aquapore RP 300 
Ca^ (Brownlee Associates). L'elution est realisee dans un 
20 gradient lineaire d'ac^tonitrile de 10 a 60 % dans I'eau 
acidifiee avec de I'acide heptafluorobutyrique (ou AHFB) 
0,1 %, en 120 minutes (soit une progression de 0,42 % 
d' acetonitrile par minute) pour un debit de 1 ml/min. 

La figure 3 donne la variation de I'absorbance en 
25 fonction du temps et indique 1' activite antibacterienne des 
fractions • 

Reduction et alkylation 

Une fraction aliquote du peptide purifie est dissoute 
dans 40 ]xl de Tris-HCl 0,5 M, d'EDTA 2 mM, pH 7,5 contenant 

30 du chlorhydrate de guanidine 6 M auquel on ajoute 2 ]il de 
2,2 M de dithiothreitol . On ajoute ensuite de la 4- 
vinylpyridine (|il) fraichement distillee et on laisse 
incuber le melange 10 min a 45^*0 a I'obscurite. Le peptide 
pyridylethyle obtenu est separe par HPLC en phase inverse 

35 avant le microsequengage. 

L^ analyse de la microsequence est realisee en 
procedant a une degradation d^Edman automatis6e du peptide 
reduit et alkyle et a la detection des derives de 
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phenylthiohydantoine sur un sequenceur automatique a 
liquids pulse (Applied Biosystems) models 473 A ou 477 A. 

L' analyse des acides amines est effectuee sur un 
analyseur 420 A (Applied Biosystems) avec analyseur HPLC st 
microordinateur • 

Le peptide est hydrolyse & 120 durant 24 heures avec 
HCl 6N en phase gazeuse (Pico-Tag, Millipore). On forme des 
derives avec le phenyl isothiocyanate, puis on detecte les 
acides amines a 254 nm. 

Le peptide isole et purifie presents la sequence en 
acides amines donnee plus haut, a savoir 

NH2-Gly-Phe-Gly-Cys-Pro-Leu-Asp-Gln-Met-Gln-Cys-His-Arg- 
His-Cys-Gln-Thr-Ile-Thr-Gly-Arg-Ser-Gly-Gly-Tyr-Cys-Ser- 
Gly-PrO"Leu-Lys-Leu-Thr-Cys-Thr-Cys-Tyr-Arg-C00H, 

analyse par spectrometrie de masse conduit a une 
masse molaire de 4173,4. La masse isotopique moyenne 



partir des donnees de la sequence, 



en 



calculee i 

considerant que 6 residus cysteine sont engages dans 3 
ponts disulfure intramoleculaires est de 4173,8. 

Pour faciliter la comparaison avec la defensine de 
Phormia qui correspond a la defensine la mieux caracterisee 
a ce jour, on a represents sur la figure 5 leurs sequences 
psptidiquss sn introduisant dss discontinuitss, indiqusss 
par dss tirsts, pour optimissr I'alignement dss ssqusncss. 

La prsmisrs ssqusncs corrsspond a cells du peptide 
induit chsz Phormia st la dsuxiems ' ssqusncs au psptids 
induit Chez Aeschna cyansa. 




10 

LSGTGINHSA 

DQMQ 

10 



20 

c|a a afc 

C H R H C 



I, L R - G 
Q T I Tj_G 
20 



N R 
R S 



"1 
30 



G G y c 
G G Y C 



P L 
30 



KG V C V 
K L T C X 




^1 ^2 ^3 4 

Ds manisrs convsntionnslls, Iss lettres utilisees dans 
ces sequences ont les significations suivantes. 
A = Ala ; R ^ Arg ; D - Asp ; N = Asn ; C = Cys ; Q = Gin ; 
E = Glu ; G - Gly ; H - His ; I = He ; L = Leu ; K = Lys ; 
M = Met ; F = Phe ; P = Pro ; S = Ser ; T Thr ; W - Trp ; 
Y = Tyr ; V = Val. 
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Les encadrements met tent en evidence la position des 
acides amines identiques entre les sequences. 

Comme indique plus haut, les six residus cysteine des 
peptides d^signes par CI a C6 sont relies entre eux sous 
5 forme de pont disulfure de maniere identique. 

Sur la figure unique, on a represents la structure 
tridimensionnelle de la defensine de Phormia et en rapport 
avec cette structure les deux sequences ci-dessus. 

On constate que 

10 * le coude dans le feuillet p qui est situ6 au niveau 

des residus glycine-32-lysine-33-glycine-34 dans la 
defensine de Phormia est, dans la defensine d^Aeschna, 
agrandi par la presence de deux residus supplementaires, 
une proline et une leucine. 

15 * De plus, dans la defensine d'Aeschna la liaison 

entre I'helice a et le feuillet p C-terminal est allongee 
par un acide amine supplementaire : une threonine. 

Une difference supplementaire peut aussi etre observee 
entre ces deux molecules : trois doublets hydrophobes sont 

20 presents dans la defensine de Phormia (leucine 5-leucine 

6 ; leucine 21-leucine 22 ; valine 35-valine 37 ) , et 
semblent jouer un role dans la structuration de la 
molecule ; ces domaines sont absents ou remplaces dans la 
defensine d'Aeschna par des acides amines hydrophiles 

25 (threonine 33-threonine 35 au lieu de valine 35-valine 37). 

Etude de I'activite antibactgrienne du peptide 
induit Chez Aeschna cyanea. 

On rapporte dans le tableau qui suit les resultats 
obtenus en procedant aux tests d' inhibition de croissance 

30 realises centre diverses souches bacteriennes a I'aide du 
peptide induit chez Aeschna cyanea et a titre de 
comparaison chez Phormia. 
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L'examen de ce tableau montre que le peptide de 
1' invention est plus actif que celui induit chez Phormia et 
qu'il presente, contrairement a ce dernier, une activite 
5 contre des germes a Gram negatif . 

On constate done que le peptide de 1' invention 
presente un spectre d' activite plus large que celui du 
peptide induit chez Phormia • 

L' etude du mode d' action de ce peptide a ete verifiee 
10 comme suit. 

On a ajoute, a 90 pi d'une culture de M. luteus en 
phase de croissance exponentielle, respectivement 10 et 100 
pmoles du peptide induit chez Aeschna (concentration finale 
0,1 et 1 jiM respectivement), ou de I'eau distillee (temoin) 
15 au temps 0. Des fractions aliquotes ont et6 prelevees a 
differents intervalles de temps et sont etalees sur de 
I'agar pour determiner le nombre de colonies formees (UFC = 
unites formant des colonies) apres une incubation d'une 
nuit a Sy^'C. 

20 Les resultats obtenus sont rapportes dans le tableau 2 

ci-apres. 



temps (h) 


100 pmol 


UFC X 106/ml 
10 pmol 


Temoin 


0 


44 


41 


42 


0,5 


51 


50 


50 


3 


19 


34 


56 


8 


0 


10 


78 


24 


0 


0 


85 



35 



On constate done qu' apres une incubation de 24 heures, 
aucune colonie de bacteries n'est formee, mettant en 
evidence 1' activite bactericide du peptide. 
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Rvpm plP, 2 : Synthase du peptide de I'exemple 1 par 
voie chimique. 

On precede li 1 ' enchalnement souhaite des acides amines 
h I'aide d'un synth§tiseur de peptides tel que celui 
commercialise sous la marque Milligen 9000 par Millipore. 

On verifie que le peptide recherche a bien 6te 
synthetise en operant une degradation d'Edman et en 
mesurant la masse molaire par spectrometrie de masse. 

Rvf^mple 3 : Synthese du peptide de I'exemple 1 par 
g^nie genet ique. 

On introduit. I'ADNc ou le gene synthetique capable de 
coder pour le peptide recherche dans un plasmide navette 
E.coli levure avec une cassette d' expression des facteurs 
MF dans Saccharomyces cerevisiae. Le peptide exprime est 
recueilli selon les techniques habituelles et sa sequence 
verifiee. 

Rxempl t=> 4 : Formulation pour le traitement de 
mammites : 

peptide de I'exemple 1 : 10 a 100 mg 

excipient : 1 g 

On applique la pommade & raison de 4 fois par jour 
pendant une semaine. 
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REVENDICATIONS 

1/ Peptides antibacteriens, caracterises en ce qu'ils 
sont du type des peptides presents chez les paleopteres, 
5 plus specialement chez les odonates, en particulier chez 
Aeschna cyanea, ou qu'ils sont inductibles chez ces 
dernier s notanunent par injection de doses de bacteries 
suffisantes pour provoquer leur synthese, ou par 
traumatisme tel que blessure septique, extraction de 

10 maniere a recuperer les peptides antibacteriens recherches 
et, le cas echeant, fractionnement de I'extrait isole afin 
de separer les peptides selon le niveau de leur activite 
antibacterienne • 

2/ Peptides antibacteriens, caracterises en ce qu'ils 

15 sont isoles a partir de 1 ' hemolymphe des insectes selon la 
revendication 1, apres induction de leur synthese chez ces 
dernier s • 

3/ Peptides selon la revendication 1 ou 2, 
caracterises en ce qu'ils sont inductibles chez les larves 

20 desdits insectes • 

4/ Peptides selon la revendication 1^ 2 ou 3^ 
caracterises en ce que leur sequence en acides amines, 
responsable de leur activite antibacterienne, est contenue 
dans un enchainement d' acides amines, different de la 

25 sequence des defensines de dipteres tels que Phormia, mais 
comport ant comme ces dernieres trois ponts disulfures 
reliant 6 residus cysteine, respectivement le premier avec 
le quatrieme, le deuxieme avec le cinquieme et le troisi^me 
avec le sixieme, la position du deuxieme et troisieme pent 

30 disulfure etant compatible avec la formation d'un motif de 
stabilisation d'une helice alpha. 

5/ Peptides selon I'une des revendications 1 a 4, 
caracterises en ce que leur sequence en acides amines, 
responsable de leur activite antibacterienne, est contenue 

35 dans un enchainement present ant une structure 
tridimensionnelle comportant trois domaines correspondant 
successivement a une helice a et un feuillet p anti- 
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parallele C- terminal, l^helice a 6tant reliee au feuillet p 
anti-parallele par deux ponts disulfure. 

6/ Peptides selon la revendication 5, caracterises en 
ce que la boucle N-terminale comporte moins de 10 acides 
5 amines, notamment environ 5 acides amines. 

7/ Peptides selon la revendication 6, caracterises en 
ce que 1 * enchaxnement d ' acides amines de la sequence 
biologiquement active comporte, dans le coude du feuillet 
p, un residu proline, ce coude comprenant avantageusement 
10 environ 5 acides amines. 

8/ Peptides selon I'une des revendications 1 a 7, 
caracterises en ce qu'ils presentent une activite 
antibacterienne centre les germes a Gram positif ainsi que 
centre les germes a Gram negatif . 
15 9/ Les fragments et variantes des peptides selon l^une 

des revendications 1 a 8. 

10/ Peptide antibacterien caracterise en ce qu'il 
comprend ou qu'il est constitue par 1 * enchainement suivant 
en acides amines 
20 NH2-61y-Phe-Gly-Cys-Pro-Leu-Asp-Gln-Met-Gln-Cys-His-Arg- 
His-Cys-Gln-Thr-Ile-Thr-Gly-Arg-Ser-Gly-Gly-Tyr-Cys-Ser- 
Gly-Pro-Leu-Lys-Leu-Thr-Cys-Thr-Cys-Tyr-Arg-CO-OH, 

11/ Sequences de nucleotides comportant 1 * information 
genetique correspondent aux acides amines des peptides 
25 selon I'une des revendications 1 a 10, les sequences 
capables de s'hybrider dans des conditions stringentes avec 
lesdites sequences de nucleotides, et les sequences 
complementaires et ARN correspondants . 

12/ Vecteurs d' expression et/ou de clonage comprenant 
30 au moins un fragment des sequences de nucleotides selon la 
revendication 11 et botes transformes par ces vecteurs. 

13/ Compositions antibacteriennes, caracterisees en ce 
qu'elles renfeirment une quantite efficace des peptides 
selon I'une des revendications 1 a 10, en association avec 
35 un vehicule approprie pour une application donnde. 

14/ Compositions antibacteriennes selon la 
revendication 13, caracterisees en ce qu'elles se 
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presentent sous une forme pour usage externe telle que 
ponunades, cremes, poudres ou solutions. 

15/ Utilisation de compositions selon la revendication 
13 dans le domaine agro-alimentaire et en agrochimie. 
5 16/ Compositions selon I'une des revendications 13 ou 

14, caracterisees en ce qu'elles sont destinees au 
traitement des yeux, des oreilles, aux soins buccaux et 
dentaires et en gynecologie. 

17/ Cellules vegetales et plantes dont le genome est 
10 modi fie par la presence de genes capables de coder pour les 
sequences peptidiques des peptides selon I'une des 
revendications 1 a 10. 
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FIGURE 2 
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